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 S1PL阻害物質として現時点でよく知られているのが、in vivoでの S1PL阻害作用が確認さ
れている 2-アセチル-4-テトラヒドロキシブチルイミダゾール（THI; Figure 1）、及びその誘導
体 LX2931 である。これらの周辺化合物を幅広く探索することによって、さらに魅力的な S1PL
阻害薬候補の創出が期待されるものの、本系統の化合物では S1PL阻害作用が in vitro で
確認できていない。このようなケースでは in vivo アッセイに頼らざるを得ないため、評価できる検
体数が極端に制限されるうえ、構造活性相関を得ることもきわめて難しい。こうした問題が、
THI を出発物質とした場合の S1PL 阻害薬の開発を阻む大きな要因と考えられる。したがって、
THI の S1PL 阻害メカニズムを解明できれば、合理的な誘導体デザインが可能となり、さらにそ
の作用を in vitro で検出・評価する系を構築することで、より多くの化合物のスクリーニングが可
能となる。このことにより、THI や LX2931 を凌駕する S1PL 阻害物質を発見できる可能性が
飛躍的に高まるものと期待される。以上の観点から、本研究では、「THI および周辺化合物の
in vitro における S1PL阻害作用の解明・評価」につき検討することとした。 
 












その結果、A6770 は PLP の前駆体であるビタミン B6（VB6）の細胞への取り込み、さらに
VB6をPLPに変換するピリドキサールキナーゼ（PDXK）に対して、それぞれ阻害作用を有する
ことが明らかとなった。これらはDOPと共通する性質であり、そのためA6770がDOPと同じPLP
アナログ型の S1PL 阻害物質であることが推測された。そこで、組み換え PDXK を用いて













濃 度 推 移 と と も に 、
A6770 生成の有無を調 べ
















理して S1P を増加させる工程」、および「細胞内に蓄積した S1P を定量する工程」の 2 つのス
テップをそれぞれ最適化することとした。 



















低い濃度（≥10 nM）で DOP の作用が検出できるようになり、目的とする高感度化を達成す
るに至った。 
 引き続き、細胞内に蓄積した S1P をハイスループットに検出・定量する手法の開発に取り組ん





型脂質という構造的特徴から、S1PL の基質である [3H]ジヒドロ S1P（dhS1P）がケイ酸イ
ットリウム（YSi）SPA ビーズに結合すると予想し、これを検証したところ、脱リン酸化体の [3H]
ジヒドロ Sph（dhSph）に比べて約 15倍の効率で検出できることが判明した。これを踏まえて
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やその誘導体が知られていたが、いずれも in vitro でその作用を直接確認できていない。
著者は、in vivoでしか確認されない S1Pリアーゼ阻害活性は、THIではなくその代謝物に
よるものと考え、そのメカニズムを解明するために周辺化合物の薬理活性を調査した。 




よってビタミン B6 から生成されるが、著者はビタミン B6 の細胞内への取り込みとその
ピリドキサール-5’-リン酸への変換を A6770が抑制することを見出した。しかも A6770が
生体内でピリドキサールキナーゼによってリン酸化され、生じたリン酸化体が S1Pリアー
ゼを直接阻害することも明らかにした。さらに THIを投与したラットの末梢血を経時的に
採取し、THIおよび A6770 の血中濃度推移とリンパ球数の経時変化を調べたところ、THI
の A6770への代謝により、薬理活性の経時変化を矛盾なく説明できた。また、同様の実験
でラットに抗生物質を前投与して腸内細菌中の酵素活性を抑制したときには血中に
A6770が出現せず、リンパ球数も減少しないことから、THIから A6770への変換には腸内
細菌が関与することも明らかにした。こうした一連の研究成果により、THIの S1Pリアー
ゼ阻害活性に基づくリンパ球減少のメカニズムの全貌を初めて明らかにした。 
 これまでの結果により、S1Pリアーゼ阻害のメカニズムが一つの酵素反応の阻害にとど
まらず、細胞内の別の酵素による反応も関与することから、評価系の構築にはセルベース
アッセイが適していると考え、種々の条件を最適化した後、シンチレーション近接アッセ
イによる評価系の構築に成功した。以上、本研究の成果は、S1Pリアーゼの活性阻害に基
づく創薬を加速するうえで極めて重要な知見をもたらしたことから、本論文は博士（薬学）
の学位論文として合格と認める。 
